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文昌鱼 Pax1/9 基因在咽区发育中的功能和 Hsp70 启动子特性及应用 
摘要 
脊椎动物 Pax1 和 Pax9 基因是参与咽区发育过程的重要转录因子，与其它
咽区发育相关基因 Eya1、Six1 和 Tbx1 等在咽内胚层构成复杂的调控网络。文昌
鱼Pax1/9基因从神经胚期至幼体期在咽内胚层一直有强烈的表达信号，但Pax1/9
基因具体参与文昌鱼咽区何种结构的发育以及与咽区相关基因之间的调控关系
有待研究。本文利用 TALEN 基因编辑技术敲除文昌鱼 Pax1/9 基因，通过 F0及
F1代突变类型检测和基因型鉴定，成功获得含有 Pax1/9 纯合突变的 F2代胚胎及
幼体。光学显微镜观察及石蜡切片结果显示，Pax1/9-/-在三鳃裂幼体时期仅出现
裂口较小的第一鳃裂，而第二鳃裂和第三鳃裂则完全消失，纯合突变体不能进食，
受精后 13天全部死亡，说明 Pax1/9基因是文昌鱼正常发育必不可少的调控因子。
原位杂交检测发现，Pax1/9-/-中 Eya 和 Six1/2 基因在第一鳃裂原基处的表达信号
减弱，而第二鳃裂原基处的表达完全消失，Tbx1/10 基因在第二和第三咽弓处的
表达也完全消失，以上结果表明文昌鱼 Pax1/9 基因可能通过调控 Eya、Six1/2 和
Tbx1/10 基因的表达参与文昌鱼第一鳃裂的发育和第二、第三鳃裂的形成。另外，
与文昌鱼内柱器官的标记基因 Nkx2.1 在 Pax1/9-/-中表达量降低，内柱结构形态异
常，暗示 Pax1/9 基因可能参与文昌鱼内柱的发育。 
为了进一步探究 Pax1/9 参与咽区发育调控的机制，本文分别注射了 Pax1/9 
mRNA、Six1/2mRNA、Eya mRNA 和 Tbx1/10 mRNA 进行 Pax1/9 纯合突变体的
挽救实验。结果显示，注射 Pax1/9 mRNA 和 Six1/2mRNA 的胚胎在三鳃裂幼体
时期均出现身体两侧各有一口的对称表型，第一鳃裂裂口恢复正常，而第二、三
鳃裂仍然消失。而注射 Eya mRNA 和 Tbx1/10 mRNA 的实验组均没有发现挽救
表型，原位杂交检测进一步证实了表型观察的结果。由此推测第一鳃裂与第二、
三鳃裂的发育机制有所不同，Pax1/9 基因在过量表达时可能被激活了文昌鱼另一
条调控左右不对称发育的通路。 
文昌鱼是进化发育生物学领域良好的研究材料。作为一种新的模式动物应
用，实验中尚缺少必要的分子生物学工具。利用热休克蛋白 Hsp70 启动子在温
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度刺激下诱导目的基因大量表达的技术，已广泛地应用到多种模式动物中，但在
文昌鱼中尚未得到应用。本文首先设置了不同的热激条件，在 4 细胞期、128 细
胞期、囊胚晚期、原肠中期和 3 体节时期分别热激，根据胚胎发育情况初步确定
了不同时期的热激条件，检测不同时期在热激后内源性 Hsp70 基因的表达。
RT-qPCR 结果显示，在囊胚晚期及之后的时期热激，Hsp70 基因在热激后 1 h 内
表达量急剧升高，5 h 后下降至正常水平。而在 4 细胞时期热激却没有引起 Hsp70
基因的大量表达。进一步将 4 细胞时期热激的温度从 31 ℃升高至 33 ℃，热激时
间为 30 min, 并在囊胚晚期 33 ℃也热激 30 min，RT-qPCR检测发现内源性Hsp70
基因在囊胚晚期热激后大量表达，而在 4 细胞时期热激仍没有明显变化，结果表
明 4 细胞期胚胎在温度刺激下不能产生应激反应。随后在囊胚晚期之前（包括囊
胚晚期）的 6 个时期在 33 ℃热激 30 min，发现 256 细胞期的胚胎开始对温度刺
激产生应激反应。原位杂交检测和石蜡切片结果显示，热激后 1 个小时，Hsp70
基因表达于胚胎各个胚层，而在表皮外胚层的表达信号更强。 
为检测外源 Hsp70 启动子在文昌鱼体内的活性，我们分别注射了以热启动
子和报告基因重组的表达载体Hsp70::mCherry和Hsp70::LacZ，分别在囊胚晚期、
原肠中期和 3 体节时期热激，2 h 后可观察到强烈的红色荧光蛋白的表达和 LacZ
基因的表达信号，说明外源 Hsp70 启动子在文昌鱼体内具有高活性。此外，还
分别注射了重组质粒 Hsp70::Vg1 和 Hsp70::Cer，以检测文昌鱼 Hsp70 启动子的
应用效果。热激后 Vg1 基因大量表达，幼体出现口呈两侧对称、鳃移向腹侧、
口只在右侧等异常表型，而注射 Hsp70::Cer 的幼体则出现无口、鳃形态异常等，
由此推测 Vg1 和 Cer 可能参与文昌鱼左右不对称的建立机制，并具有相反的功
能。综上，本文分析了内源性 Hsp70 基因的特性，并将热启动子诱导系统成功
地应用到文昌鱼的基因功能研究中。 
关键词：文昌鱼；胚胎发育；咽鳃裂；Pax1/9；Hsp70；热启动子 厦
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Function of amphioxus Pax1/9 gene in pharynx development and 
characteristric of amphioxus Hsp70 promoter and application in vivo 
Abstract 
In vertebrates, Pax1 and Pax9 genes play important roles in regulating 
pharyngeal development as transcription factors interacting with Eya, Six1, Tbx1 
composing a complicated regulating network in pharyngeal endoderm. Amphioxus 
Pax1/9 gene has strong expression signals in pharyngeal endoderm from neurula stage 
to larva stage. However, how the gene participates in the development of pharynx 
apparatus still remains to be revealed. In this study, we knocked out amphioxus 
Pax1/9 gene using TALEN method. After detecting the mutation type and genotype of 
F0 and F1, we obtained Pax1/9 homozygous mutant embryos. Observation under 
optical microscope and paraffin section showed that the first gill slit had smaller cleft 
along with the second and third gill slit completely disappeared in Pax1/9-/- mutants. 
Furthermore, Pax1/9-/- mutants were died in 13 days after fertilization because they 
were unable fed all the time. Given these results, we concluded that Pax1/9 gene were 
essential for amphioxus normally developing. In Pax1/9 mutants, WISH indicated that 
the expression signals of Eya and Six1/2 reduced in the first gill slit primordium and 
almost disappeared in the second primordium. The expression of Tbx1/10 were 
disappeared in the second and third pharyngeal arch. These results suggested that 
Pax1/9 gene played a key role in patterning first gill slit and generating the posterior 
gill slits by regulating Eya, Six1/2 and Tbx1/10 expression. In Pax1/9-/- mutants, the 
expression of Nkx2.1 was declined and the endostyle marked by Nkx2.1 was abnormal. 
This showed that Pax1/9 gene might regulate the development of amphioxus 
endostyle.  
In order to study whether Pax1/9 gene is upstream of Eya, Six1/2 and Tbx1/10, 
we injected Pax1/9 mRNA, Six1/2 mRNA, Eya mRNA and Tbx1/10 mRNA 
respectively into Pax1/9 F2 embryos. At 3-gill slits larva stage, we found that the 
experimental group injected Pax1/9 mRNA or Six1/2mRNA was a certain proportion 
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deformity, in which the larva had one mouth on both sides of the body and the cleft of 
first gill slit was restored, but the posterior gill slits were still disappeared. Groups 
injected with Eya mRNA or Six1/2 mRNA did not display any rescued phenotype. 
WISH further clarified the results of phenotypic observation. The possible reasons 
may be mechanism patterning the first gill slit is different from posterior gill slits and 
overexpression of Pax1/9 gene may activate other signal related with amphioxus 
left-right asymmetry. 
Amphioxus is a favorable material for investigating the evolution from 
invertebrate to vertebrate and development, but relevant instruments for amphioxus 
are required in experimental researches. Hsp70 promoter could activate boost 
expression of the downstream gene after heat shock. This thermal-inducible system 
has been widely used in many model animals, but not in amphioxus. In this study, we 
first set different heat shock conditions and heat shocked at five stages: 4-cell stage, 
128-cell stage, late blastula, middle gastrula and 3-somite stage. Then we determined 
preliminary heat shock condition on different developmental stages, according to the 
statistics of embryonic deformity rate after heat shocked. RT-qPCR analysis showed 
that endogenous Hsp70 gene was rising rapidly in one hour after heat shocked at late 
blastula and posterior stages, and then down to normal level after 5 hours. However, 
Hsp70 gene was almost unchanged in embryos heat shocked at 4-cell stage. When we 
heat shocked embryos at 4-cell stage, expression of endogenous Hsp70 gene was 
unchanged. To investigate the possible reasons, we increased the heat shock 
temperature of 4-cell stage from 31 ℃ to 33 ℃, and kept heating time for 30 min. We 
also heat shocked embryos at late blastula stage under 33 ℃ for 30 min. RT-qPCR 
showed that Hsp70 gene was intensely expressed within one hour after heat shocked 
at late blastula stage, however, Hsp70 gene was still not largely induced in embryos 
heat shocked at 4-cell stage by heat shock. Therefore, embryos heat shocked at 4-cell 
stage could not induce stress response. Finally, we heat-shocked the embyos at six 
developmental stages before late blastula stage ( included late blastula stage) under 
33 ℃ for 30 min. RT-qPCR showed that, embryos at 256-cell stage began to response 
to thermal stimuli. WISH and cross section analysis showed that Hsp70 gene 
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expressed in all layers, in which the epidermal ectoderm had stronger expressional 
signals. 
In order to analysis the activity of exogenous Hsp70 promoter in vivo, we 
injected recombined plasmids Hsp70::mCherry and Hsp70::LacZ respectively into 
amphioxus unfertilized eggs, and then heat-shocked the embryos at late blastula, 
middle gastrula and 3-somites stages. We found that there were strong red 
fluorescence signals and LacZ gene expressing signals within two hours after heat 
shocked. These results indicated that exogenous Hsp70 promoter had a high activity 
in amphioxus embryos. We also injected recombined plasmids Hsp70::Vg1 and 
Hsp70::Cer respectively into amphioxus unfertilized eggs and then heat-shocked the 
embryos at late blastula, middle gastrula and 3-somites stages. WISH analysis showed 
that the expression of Vg1 gene was efficiently activated after heat shocked. 
Observation on 3-gill-slit larvae revealed that ectopic Vg1 expression led to 
two-left-side phenotype or left-right reverse phenotype, but ectopic Cer expression 
caused two-right-side phenotype. Given these results, we concluded that Cer and Vg1 
might play reverse role in amphioxus asymmetry mechanism. In summary, we 
analyzed the characteristric of amphioxus endogenous Hsp70 gene and established an 
efficient thermo-inducible system, which was successfully applied into studying 
amphioxus gene function.  
Key words: amphioxus; embryonic development; pharyngeal gill slits; Pax1/9; Hsp70; 
hot-star promoter 
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第一章 文献综述 
一 文昌鱼及其模式动物化研究进展 
1 文昌鱼早期胚胎发育 
文昌鱼隶属于脊索动物门，头索动物亚门，是介于脊椎动物和无脊椎动物之
间的过渡类群，由于其进化地位的特殊性、形态和基因组的简单性，被认为是研
究胚胎发育机制及脊椎动物器官与功能演化的理想模型[1-3]。其胚胎发育主要经
历以下四个时期：囊胚期、原肠胚期、神经胚期、幼体期[4]。受精卵经过第八次
细胞分裂发育成 256 细胞期 ，形成完全封闭的囊胚腔[5]，囊胚晚期胚胎表面光
滑，呈球状，细胞界限不明显，植物极渐变为扁平，进入原肠阶段，随后植物极
向内凹并不断挤压囊胚腔，直至与动物极细胞紧贴，形成一由外胚层和中内胚层
构成的双层杯状结构的中期原肠胚，双层结构包围的原肠腔以胚孔与外界相通
[6]；进一步发育至原肠胚晚期，胚胎一侧逐渐变平，成为胚胎的背侧，同时背部
外层细胞加厚且中央稍下陷，形成背神经板，此时胚胎进入神经胚期；胚胎的体
节、脊索、神经管以及鳃裂原基等在此时期发育形成[7]，神经管由外胚层发育而
来，脊索和体节等由中胚层分化而来，内胚层则发育成咽鳃区和消化道内壁[6]。 
随着胚体发育伸长，位于第一体节之前的消化道背部产生一个左侧突起，将
来发育成口前窝[8]，为成体文昌鱼的哈氏窝，与脊椎动物脑垂体同源[9]；在口前
窝后方左侧，内外胚层细胞相互紧贴并融合形成口，消化道前端腹面形成一凹陷，
为内柱，与脊椎动物的甲状腺同源[8, 10]。胚胎发育开口后成为早期幼体，咽区腹
侧内胚层加厚形成鳃裂原基，然后逐渐迁移至胚胎右侧，最终内外层融合形成第
一鳃裂[8, 11]，随后第二、第三鳃裂按照同种方式先在腹侧形成并转移至右侧，成
为三鳃裂幼体，此时的鳃裂为初级鳃裂，开口于体右侧，此期幼体持续时间较长，
大约 1-2周[11]，之后鳃初级鳃裂发育至一定数目，约 14 个（不同个体有差异），
幼体即进入变态期。幼体变态期主要发生围鳃腔的形成、口向前移、次级鳃裂出
现等变化，待围鳃腔发育完成之后，鳃裂开口于围鳃腔中，肠道前端向围鳃腔突
出形成肝盲囊，随后幼体阶段发育完成，从而进入亚成体阶段[11, 12]。 
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2 文昌鱼模式动物化研究进展 
文昌鱼特殊的进化地位，简单的身体结构，胚胎体外发育快且透明等特点，
是进化发育生物研究理想的模式动物[2]，作为实验室模式动物，首先要解决的是
在实验室人工繁殖的问题。张秋金等于 2006 年，在实验室成功繁育了文昌鱼子
二代，实现了实验室全人工连续繁殖文昌鱼 [11, 13, 14]。然而，自然条件下文昌鱼
每年的繁殖期很短，这一问题很大程度上阻碍了文昌鱼胚胎实验材料的获得。此
后，李光等人在培养温度、养殖密度、饲养环境等方面采取改善措施，使白氏文
昌鱼能够全年连续繁殖，并采用热诱导法人为地控制性成熟个体产卵排精[15, 16]，
基本实现了可以按实验需要，全年获得受精卵，大大方便了文昌鱼作为实验室模
式动物的应用。 
原位杂交技术用于检测某一特定 mRNA 在胚胎或组织中的分布情况[17]，免
疫组化技术则用来检测特定基因所编码的蛋白在组织或细胞的空间位置，由此推
测某一基因的功能[18]；用小分子化合物浸泡胚胎的方法，可抑制或是激活某一
信号通路，以探究某些胞外因子或是某一信号通路的功能，如 RA 信号通路的激
活剂 retinoic acid 和其拮抗剂 BMS009 分别被用于激活或抑制此信号通路，进而
研究该 RA 通路在文昌鱼咽区、神经管及感觉神经元前后形成中所发挥的功能[19, 
20]。药物浸泡的方法适用范围有限，2004 年，Holland 等首次在佛罗里达文昌鱼
卵中进行的显微注射获得成功[21]，由于受限于实验材料，此后再无文昌鱼受精
卵显微注射实验研究的相关报道，直到 2013 年，刘欣等对文昌鱼显微注射技术
进行了改进，建立了一套稳定高效的显微注射方法[22]。 
随着佛罗里达文昌鱼（Branchiostoma floridae），白氏文昌鱼 
（Branchiostoma.belcheri）这两个物种的全基因组测序的完成[23, 24]，人们对无脊
椎动物向脊椎动物演化有了更深层次的认识。2014 年，李光等人成功地将 TALEN
介导的基因组编辑技术引入到文昌鱼研究中[25]，随后王慧等人应用该技术定点
敲除了佛罗里达文昌鱼 Hedgehog（Hh）基因，并首次成功获得了 Hh 基因功能
缺失的纯合突变体[26]，为研究 Hh 基因在文昌鱼中的功能研究提供了良好的材
料。此外，本课题组目前正致力于将 Tol2 转座酶系统引入到佛罗里达文昌鱼中
实现转基因技术。 
文昌鱼中敲除与敲入技术的建立将为基因功能的研究提供强有力的研究手
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段，人们应用热启动子在时间和空间上诱导目的基因的大量表达的方法，已广泛
地应用到果蝇[27]，斑马鱼[28]等多种模式生物中，然而在文昌鱼中尚缺少这种有
效的热诱导基因表达系统，为此李定亮等于 2012 年克隆得到了白氏文昌鱼热启
动子，并在鲤鱼上皮瘤细胞系（EPC）及斑马鱼卵中检测了其活性。但是由于受
到文昌鱼胚胎材料获得困难及显微注射技术不成熟两方面的影响，这个热启动子
在文昌鱼体内的应用效果未能进行实验评估。 
二  Pax1/9 基因在咽区发育中的研究 
1 咽区的进化与发育 
咽鳃裂，脊索，背神经管是脊索动物门的三大特征[29]。咽鳃裂（pharyngeal gill 
slits）为消化道咽部两侧壁的裂隙状构造，裂缝由咽区外胚层细胞内陷，内胚层
细胞外突最后打通而形成。鳃裂具有滤食和呼吸的作用，直接或间接与外界相通。
低等水生脊索动物咽鳃裂终生存在；而陆生脊椎动物仅在胚胎期或幼体期具有鳃
裂，成体中鳃裂则完全消失[30]。 
脊椎动物胚胎早期的咽区是由三部分组成：鳃裂的同源器官——咽囊，相邻
于咽囊间隔排列的咽弓，迁移至咽弓中胚层的神经嵴细胞[31]。第一个咽囊位于
第一、二咽弓之间，以此类推的形成方式使咽区产生有规律的分节[32, 33]。高等
陆生脊椎动物中，咽弓和咽囊在胚胎发育过程中属于过渡器官，咽囊由咽区内胚
层和外胚层组成，最后将特化形成甲状旁腺（Parathyroid glands）、胸腺（thymus）
及后鳃体（ultimobranchial bodies）等器官[31]。咽弓是由外胚层、中胚层、内胚
层和神经嵴共同构成的咽部侧面囊状突起，这些组成结构将特化成多种衍生组织
与器官[34]。神经嵴发育成骨骼，结缔连接组织和部分颅神经节等复杂结构。中
胚层发育成头和颈部肌肉，颅底骨骼及血管等；咽弓外胚层则发育成口腔上皮层，
面部表皮角质层，咽喉及上鳃神经元等，咽弓内胚层发育成咽区表皮层和腺体，
如甲状腺等[31]。在脊椎动物中，不仅仅是神经嵴，内胚层在咽区的发育过程中
也起着非常重要的作用[35]。若内胚层发育不良而神经嵴正常迁移，咽弓以及神
经嵴衍生结构也不能正常形成[35]。 
文昌鱼是头索动物亚门的典型代表，终生具有发达的咽鳃裂[29]。在胚胎发
育阶段口形成的过程中，在第一个鳃裂原基处形成第一个初级鳃裂，开始裂口较
小，在身体前部右腹侧形成，紧接着裂口向右上方扩大，最终第一初级鳃裂开口
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 第一章 文献综述 
9 
 
于体右侧。第二、三鳃裂随后也以同样的方式相继出现，发育成形成三鳃裂幼体。
在第二个鳃裂形成过程中，肛门也形成，消化道前后贯通，幼体开始摄食。目前
在文昌鱼中尚未发现神经嵴细胞[36, 37]，咽区只有内胚层和外胚层构成，因而相
对于脊椎动物，文昌鱼的咽区结构更为简单，利与研究内胚层在咽区发育过程中
的作用。 
半索类动物（Hemichorda）为后口动物的另一支，同样具有咽鳃裂，位于消
化管前端背侧，咽鳃裂需要通过外鳃孔与外界相通。已有研究在黄岛长吻柱头虫
（Saccoglossus kowalevskii）中发现，与脊索动物咽区密切相关的基因如 Pax1/9，
Six1/2，Eya 同样在半索类动物咽区内表达[38, 39]。后口动物（deuterostome）还有
一支棘皮动物门（echinodermata）无咽鳃裂，但有报道称最原始棘皮类动物也具
有咽鳃裂，而是在进化过程中退化消失[40]，因此可以说咽鳃裂在整个后口动物
进化过程都是保守的[32]（图 1-1）。文昌鱼进化地位处于无脊椎动物和脊椎动物
过渡位置，因此研究文昌鱼咽区发育对我们深入了解后口动物咽区的进化有着非
常重要的意义。 
 
 
图 1-1 后口动物咽区进化与起源[32] 
Fig.3 The phylogeny and origin of deuterostome pharynx. 
蓝色表示进化过程中获得的特征，红色代表二次退化的特征 咽鳃裂在头索类（文昌鱼）及
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